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南瓜 单 粒 花粉 可 溶 蛋 白 等 电 聚 焦 研究 ” 
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摘要 ”利用 显 微 操作 方法 对 南瓜 单个 花粉 可 溶 蛋 白 成 功 地 进行 了 等 电 聚 焦 ， 获 得 了 清晰 的 电 
泳 谱 带 。 分 析 其 谱 带 表明 ， 同 一 植株 同一 条 花 上 的 花粉 之 间 存 在 着 蛋白 谱 带 的 差异 ， 统 计 结 
果 显 示 其 按 1:1 的 备 德 尔 规律 分 离 。 单 花粉 蛋白 等 电 聚 焦 结合 显 微 操 作 技术 对 于 遗传 育种 和 
发 育 生物 学 研究 具有 重要 的 应 用 前 景 。 
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Abstract Very clear electrophoresis patterns have been gotten by isoelectric focusing (IEF) and microoper- 
ation of single pollen grains (d~150pum) from Cucurbita moschata . The results showed that there were dif- 
ferent protein bands among pollen grains from one flower. This segregation occurred with a classical 1: 1 
Mendelian ratio by statistics in all experiments. The technique of IEF of single pollen grains and micro-oper- 
ation provides a new and quick screening test applied to plant genetic breeding and developmental research. 
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1979 年 Mulcahy 等 首先 提出 对 西葫芦 单 花粉 进行 蛋白 电泳 分 析 的 设想 ， 两 年 后 他 们 率 
先 用 等 电 聚 焦 方法 进行 单 花粉 蛋白 电泳 并 对 酸性 磷酸 酯 酶 同 工 酶 染色 获得 了 成 功 〈Mule- 
ahy et al ，1981) 。1986 年 ，Gay 等 用 改进 的 等 电 聚 焦 方法 并 结合 银 染 技 术 ， 电 泳 分 析 了 西 
葫芦 的 单个 花粉 ， 发 现 一 些 蛋 白条 带 按 1:1 典型 的 孟 德尔 式 规 律 分 布 在 不 同 的 花粉 中 
(Gay et al ，1986a，1986b)， 之 后 他 们 没 再 进一步 研究 ， 原 因 是 难度 较 大 (私人 通讯 )。 继 
对 扶桑 ( 庞 广 昌 等 ，1995)、 西 戎 芦 ( 王 宇 等 ，1995)、 玉 米 ( 庞 广 昌 等 ，1996〉 进行 单 花 
粉 蛋白 电泳 取得 成 功 之 后 ， 本 文 作者 对 南瓜 单 粒 花 粉 蛋白 进行 了 等 电 聚 焦 和 银 染 处 理 ， 获 
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得 了 较 清 晰 的 电泳 谱 带 。 
1 材料 与 方法 


1.1 材料 

南瓜 〈 Cucurbita moschata )， 取 自 河南 师范 大 学 生物 实验 园地 ; 于 上 午 8 时 前 采摘 刚 
刚 开放 的 南瓜 花 ， 在 实体 解剖 镜 下 ， 用 针头 将 单个 花粉 一 一 挑 出 ， 再 在 另 一 台 实 体 解剖 镜 
下 放 入 制 好 的 垂直 板 凝 胶 上 的 样品 孔 中 ， 用 针头 轻 轻 压 破 。 
1.2 等 电 聚 焦 和 银 染 处 理 

等 电 聚 焦 所 用 的 载体 两 性 电解 质 为 上 海 生 化 所 产品 ，pH 3 ~ 10， 体 积分 数 为 3% ， 聚 
丙烯 酰胺 凝 胶 质 量 分 数 为 8% ， 厚 度 是 0.5 mm， 阴 极 和 阳极 电极 缓冲 液 分 别 是 0.5 mol/L 
NaOH 和 0.01 mol/L HPO4 溶液 ， 电 泳 前 用 体积 分 数 1% 的 Ampholine 水 溶液 封 上 样品 ， 然 
后 通电 ， 起 始 电压 为 200 V， 逐 渐 升 到 400 V， 电 流 不 大 于 2 mA 时 停止 电泳 ( 约 4h)， 小 
心 剥 下 凝 胶 按 Merril (1981) 方法 ， 稍 加 改进 ， 进 行 银 染 : 固定 后 用 0.1% 重 铬 酸 钾 一 
0.21% HNO; 溶液 浸泡 7 ~ 10 min， 其 间 用 毛笔 轻 轻 清洗 凝 胶 表 面 ， 用 双 蒸 水 冲洗 若干 次 直 
至 胶 上 无 黄色 ， 加 入 1% 硝 酸 银 溶 液 ， 染 色 40 min 以 上 ， 显 色 前 倾 出 硝酸 银 溶 液 ， 迅 速 用 
蒸 馅 水洗 两 遍 ， 不 超过 5 s， 再 用 3% Na,CO3 - 0.086% 甲醛 溶液 迅速 冲洗 两 遍 ， 换 上 新 的 
显 色 液 (上 述 NazCO; - 甲醛 溶液 ) 使 蛋白 带 至 清晰 为 止 。 





1 南瓜 单 粒 花粉 等 电 聚 焦 谱 带 ， 箭头 示 出 了 花粉 之 间 分 离 的 蛋白 带 。 经 x 检验， 其 
分 离 比 例 符合 孟 德尔 1:1 分 离 规律 。 
Fig 1 IEF pattem of single pollen grain proteins from Cucurbita moschata . The arrow showed heteroge- 
neous bands distributing with classical Mendelian ratio 1:1. 
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2 结果 与 讨论 


南瓜 单 粒 花粉 可 溶 蛋白 电泳 部 分 谱 带 见 图 1。 箭 头 示 出 了 有 分 离 的 蛋白 带 〈 即 在 该 位 
点 ， 编 码 该 蛋白 的 基因 在 不 同 花 粉 中 有 的 表达 ， 有 的 不 表达 ， 恰 对 应 于 等 位 基因 A 和 a)。 
将 电泳 图 谱 上 有 该 蛋白 带 者 记 为 A， 相 应 无 该 蛋白 带 者 记 为 a， 对 117 粒 花 粉 电泳 结 
果 统 计 见 表 1。 
表 1 分 离 的 蛋白 带 在 花粉 中 的 分 布 比例 
Table 1 The distribution of protein band of segregation among pollens 
实验 每 种 基因 型 的 花粉 数 
Experiment Numbers of different genotype pollen 
A a 
1 19 20 
2 23 17 
3 20 18 





根据 ?检验 ,符合 1:1 的 孟 德尔 分 离 规 律 。 
According with classical Mendelian ratio 1:1 based on x? testing. 


生命 科学 的 发 展 很 大 程度 上 依赖 于 实验 技术 和 方法 的 突破 。 近 年 来 国内 外 都 有 大 量 的 
学 者 从 事 电泳 方法 和 超 敏感 染色 方法 的 研究 ， 如 毛细 管 电泳 、 曙 红 染 色 法 等 (Fan et al ， 
1991; Joan - Ramon et al ，1991)， 但 在 染色 方法 上 尚未 见 灵 敏 度 超过 银 染 的 报道 ， 而 且 自 
从 Gay 和 Mulcahy 等 对 单 花粉 蛋白 进行 电泳 以 来 尚未 见 进一步 的 报道 ， 根 据 我 们 的 实验 结 
果 来 看 ， 微 电泳 技术 最 关键 的 是 : (1) 制 样 和 加 样 方法 上 的 改进 ; (2) 凝 胶 的 超 薄 化 ， 而 
染色 方法 的 灵敏 度 则 是 另 一 个 关键 因素 。 根 据 报道 ， 银 染 的 灵敏 度 最 高 只 有 10 ng， 而 一 
般 单个 花粉 可 溶 和 蛋白 电泳 后 其 每 条 带 的 蛋白 含量 估计 仅 在 1 ~5 ng， 显 然 要 对 更 小 的 花粉 
和 样品 进行 电泳 分 析 尚 依赖 于 更 敏感 的 染色 方法 的 建立 。 

由 本 实验 结果 可 以 看 到 ， 由 于 南瓜 花粉 粒 较 大 〈d= 150 um) ， 是 进行 单 花粉 蛋白 电泳 
分 析 的 良好 材料 ， 从 表 1 可 以 看 到 处 于 同一 发 育成 熟 期 的 同一 条 花 上 的 不 同 花 粉 的 个 别 蛋 
白带 出 现 了 1:1 的 分 离 ， 这 说 明 取 样 植株 显然 是 一 个 在 该 位 点 上 杂 合 的 植株 ， 该 结果 和 
Gay 等 的 结果 一 致 。 这 同时 也 表明 通过 单 花 粉 蛋白 电泳 分 析 可 以 初步 判断 该 植株 的 相对 纯 
合 性 。 

目前 ， 发 育 生物 学 已 成 为 生物 学 研究 的 热门 课题 ， 而 很 多 研究 都 集中 在 花粉 发 育 的 显 
微观 察 、 分 离 生 殖 细胞 和 花粉 培养 诱导 单 倍 体 植株 等 方面 ， 结 合 这 些 研 究 对 花粉 的 蛋白 进 
行 电泳 分 析 找 出 其 蛋白 变化 规律 无 论 在 理论 上 还 是 在 实践 意义 上 都 是 十 分 重要 的 。 并 且 ， 
单 花 粉 蛋 白 电泳 垂直 平板 加 样 数 可 达 40 个 左右 〈 最 高 可 达 50 个 ) ， 从 而 便于 同一 实验 条 
件 下 较 多 数目 实验 材料 的 比较 分 析 ， 提 高 实验 的 效率 及 可 比 性 。 因 此 ， 单 花粉 蛋白 电泳 分 
析 技 术 应 该 在 这 些 方面 有 较 大 的 应 用 价值 ; 另外， 花粉 是 植物 性 细胞 ， 单 花粉 蛋白 电泳 实 
际 上 是 单个 细胞 蛋白 电泳 ， 这 一 技术 常规 化 将 为 从 组 织 、 器 官 水 平 向 细胞 水 平 蛋白 电泳 与 
分 析 葛 定 基础 ， 并 为 在 细胞 水 平 上 探讨 蛋白 多 态 性 、 遗 传 多 样 性 及 进行 群体 遗传 结构 研究 
提供 简便 有 效 ， 切 实 可 靠 的 技术 手段 。 正 如 Gay 所 指出 的 ， 该 技术 的 发 展 和 完善 将 对 植物 
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受精 过 程 中 的 基因 表达 调控 ， 开 展 雄 性 不 育 的 生物 化 学 研究 起 重要 作用 。 该 技术 还 将 在 细 
胞 突变 的 研究 、 鉴 定 杂 交 植 物品 种 、 探 索 杂 种 优势 产生 的 原因 等 方面 有 广泛 的 应 用 前 景 。 
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